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INTISARI 
 
Malaria adalah salah satu penyakit yang disebabkan parasit  plasmodium yang 
ditularkan melalui gigitan nyamuk anopheles betina,dikenal 5 macam spesies 
yaitu: Plasmodium falciparum, plasmodium vivax, plasmodium ovale, 
Plasmodium malariae, dan Plasmodium knowlesi.larutan pengencer Giemsa yang 
biasa dipakai dalam pewarnaan sediaan darah memiliki derajat keasaman netral 
yaitu pH 7,2. Jenis penelitian adalah eksperimen dengan desain penelitian 
deskriptif. Hasil pada pH 3, dan 5 gambaran sediaan darah malaria kurang baik, 
pada pH 9 dan 11 juga kurang baik, sedangkan pada pH 7 baik. Berdasarkan 
penelitian, ada pengaruh pH Buffer terhadap hasil pewarnaan sediaan darah 
malaria dan pH Buffer yang tepat sebagai pengencer Giemsa adalah Buffer 
dengan pH 7 dengan lama waktu pewarnaan 45-60 menit. 
Kata kunci : Malaria, Giemsa, pH Buffer   
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BAB I 
PENDAHULUAN 
A. Latar Belakang 
Malaria adalah salah satu penyakit yang disebabkan  parasit 
Plasmodium yang ditularkan melalui gigitan nyamuk anopheles betina, 
dikenal 5 (lima) macam spesies yaitu: Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae dan 
Plasmodium knowlesi. Parasit yang terakhir disebutkan ini belum 
banyak dilaporkan di Indonesia (kementrian RI 2017). Menurut WHO, 
malaria menjadi penyebab kematian utama pada bayi, anak balita, dan 
ibu hamil. Lebih dari 90 negara dengan populasi penderita 40 persen 
penduduk dunia menderita penyakit ini. 
Situasi malaria di Indonesia menunjukkan masih terdapat 10,7 juta 
penduduk yang tinggal di daerah endemis menengah dan tinggi 
malaria.  Pada 2017, dari jumlah 514 kabupaten/kota di Indonesia, 266 
(52%) di antaranya wilayah bebas malaria, 172 kabupaten/kota (33%) 
endemis rendah, 37 kabupaten/kota (7%) endemis menengah, dan 39 
kabupaten/kota (8%) endemis tinggi. Daerah tersebut meliputi provinsi 
Papua, provinsi Papua Barat, dan provinsi NTT (kemenkes RI 2018). 
Berdasarkan laporan Profil Kesehatan Kabupaten/Kota, API 
(Annual Parasite Incidence) mengalami penurunan yang signifikan. 
Provinsi NTT periode 2014-2017, API (Annual Parasite Incidence)  
Provinsi NTT tahun 2014 sebesar 13,69% per 1.000 penduduk, pada 
tahun 2015 menurun menjadi 7,06% per 1.000 penduduk,  tahun 2016 
menurun menjadi 5,78% per 1.000 penduduk dan pada tahun 2017 
menurun menjadi 3,77% per 1.000 penduduk. Target minimal dalam 
RENSTRA Dinas Kesehatan Provinsi NTT sebesar 17,7% per 1.000 
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penduduk berarti API Provinsi NTT tahun 2014-2017 telah mencapai 
target sehingga upaya eliminasi malaria oleh kemenkes sudah on the 
track (Profil Kesehatan NTT 2017). 
Dalam upaya eliminasi malaria ada hal-hal yang perlu diperhatikan 
seperti SPO (Standar Prosedur Operasional), tahap-tahapnya dimulai 
dari persiapan, pembuatan, pewarnaan sampai dengan pemeriksaan 
sediaan darah (SD). Hal-hal tersebut akan sangat mempengaruhi hasil 
akhir dari pemeriksaan sediaan darah (SD), Dengan tujuan agar 
mampu menegakkan diagnosa malaria secara mikroskopis. Diagnosa 
malaria dapat dilakukan di laboratorium malaria dengan beberapa cara 
diantaranya Rapid Diagnostic Test (RDT) dan pemeriksaan 
mikroskopik. Pemeriksaan mikroskopik masih menjadi standar utama 
(gold standar) karena melalui pemeriksaan ini plasmodium penyebab 
malaria dapat dibedakan berdasarkan stadium parasit yang ada di 
dalam darah, gambaran eritrosit yang terinfeksi parasit dan gambaran 
morfologi parasit yang ada di dalam sel eritrosit. Morfologi parasit 
yang optimal dapat dilihat dengan membuat sediaan darah yang 
diwarnai dengan Giemsa (Soedarto, 2011).Pewarnaan Giemsa 
merupakan proses osmosis, sehingga dibutuhkan konsentrasi tertentu 
dari larutan Giemsa yang tersedia (Giemsa stock). Oleh sebab itu, 
Giemsa harus diencerkan terlebih dahulu sebelum digunakan untuk 
mewarnai sel darah (Ndaru, 2012). Sediaan darah malaria yang 
diwarnai dengan Giemsa yang memiliki konsentrasi dan waktu 
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pewarnaan yang tepat akan memberikan hasil yang baik yaitu, secara 
makroskopik gambaran bentuk sediaan terlihat jernih, dan gambaran 
warna sediaan darah kombinasi warna merah, ungu dan biru, 
sedangkan secara mikroskopik dinilai dari latar belakang jernih, biru 
pucat atau pucat kemerahan, sel-sel eritrosit warna kontras dan jelas, 
sebagian leukosit terlihat jelas dan bersih dari partikel-partikel Giemsa. 
Pemeriksaan parasit Plasmodium sp stadium troposoit warna inti kromatin 
merah dan sitoplasma berwarna biru (Irianto, 2013). 
Larutan pengencer Giemsa yang biasa dipakai dalam pewarnaan 
sediaan darah (SD) memiliki derajat keasaaman netral yaitu pH 7,2. 
Pengencer aquades masih digunakan di lapangan dengan persyaratan 
jernih, tidak berbau dan pH 7,2. Perubahan pH pada larutan Giemsa 
dapat berpengaruh pada sel-sel darah hasil pewarnaan terutama pH 
asam dan basa, sehingga setiap pemeriksaan malaria pengencer 
Giemsa dicek pHnya dahulu untuk memenuhi persyaratan standar. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Widya Bhakti 
Suryanata : Ada perbedaan gambaran mikroskopis sediaan apus 
malaria dengan pengencer buffer pH 6, 7, 8. 
Berdasarkan latar belakang diatas peneliti tertarik untuk melakukan 
penelitian dengan judul “ Pengaruh Variasi pH Buffer Sebagai Larutan 
Pengencer Giemsa Terhadap Hasil Pewarnaan Sediaan Darah 
Malaria“. 
B. Rumusan Masalah 
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 Adakah pengaruh variasi pH buffer sebagai larutan pengencer Giemsa 
terhadap hasil pewarnaan sediaan darah malaria ? 
C. Tujuan 
1. Tujuan umum 
Mengetahui pengaruh variasi pH buffer sebagai pengencer 
Giemsa terhadap hasil pewarnaan sediaan darah malaria 
2. Tujuan khusus 
a. Untuk mengetahui pengaruh variasi buffer terhadap 
gambaran sediaan darah malaria 
b. Untuk mengetahui pengaruh variasi buffer terhadap 
gambaran sel darah (leukosit dan eritrosit) 
c. Untuk mengetahui gambaran latar belakang pada 
sediaan darah malaria. 
 
D. Manfaat Penelitian 
1. Bagi institusi pendidikan 
Menambah kepustakaan dan referensi peneliti selanjutnya 
2. Bagi masyarakat 
Sebagai sumber informasi dan pengetahuan tambahan 
 
 
 
BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
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A. Pengertian Malaria 
Malaria adalah salah satu penyakit yang di sebabkan  parasit 
Plasmodium yang ditularkan melalui gigitan nyamuk anopheles betina. 
Dikenal 5 (lima) macam spesies yaitu: Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae dan 
Plasmodium knowlesi. Parasit yang terakhir disebutkan ini belum 
banyak dilaporkan di Indonesia ( kementrian RI 2017). Malaria 
menjadi penyebab kematian utama pada bayi, anak balita, dan ibu 
hamil. Lebih dari 90 negara dengan populasi penderita 40 persen 
penduduk dunia menderita penyakit ini. 
B. Jenis Malaria  
1. Malaria Falciparum Disebabkan oleh Plasmodium falciparum . 
Gejala demam timbul intermiten dan dapat berlanjut. Jenis 
malaria ini paling sering menjadi malaria berat yang 
menyebabkan kematian.  
2. Malaria Vivax Disebabkan oleh Plasmodium vivax . Gejala 
demam berulang dengan interval bebas demam 2 hari. Telah 
ditemukan juga kasus malaria berat yang disebabkan oleh 
Plasmodium vivax . 
3. Malaria Ovale Disebabkan oleh Plasmodium ovale . Manifestasi 
klinis biasanya bersifat ringan. Pola demam seperti pada malaria 
vivax. 
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4. Malaria Malariae Disebabkan oleh Plasmodium malariae . 
Gejala demam berulang dengan interval bebas demam 3 hari. 
5. Malaria Knowlesi Disebabkan oleh Plasmodium knowlesi . 
Gejala demam menyerupai malaria falciparum. 
C. Gejala Klinis Malaria 
Pada penderita malaria dapat ditemukan satu atau lebih gejala-
gejala klinis sebagai berikut : demam tinggi, sakit kepala, menggigil, 
nyeri di seluruh tubuh, pada beberapa kasus dapat disertai gejala 
lainnya berupa mual, muntah dan diare. Gejala tersebut diatas hampir 
menyerupai dengan gejala-gejala penyakit lainnya, sehingga 
diperlukan pemeriksaan laboratorium untuk mendapatkan diagnosa 
yang pasti. 
Tidak mudah dalam menentukan diagnosa malaria pada orang yang 
pernah terkena serangan sebelumnya, hal ini disebabkan karena tubuh 
penderita sudah menyesuaikan dengan penyakit sehingga gejala 
klinisnya tidak selalu dapat terlihat. Kondisi demikian dapat juga 
terjadi pada penderita yang sebelumnya sudah mengobati dirinya 
sendiri. Keluhan yang dirasakan mungkin hanya berupa sedikit demam 
dan sakit kepala ringan. 
 
D. Diagnosa Malaria 
Soedarto (2011) mengatakan diagnosa malaria ditegakan setelah 
dilakukan  (anamnesis), pemeriksaan fisik dan pemeriksaan 
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laboratorium. Akan tetapi diagnosa pasti malaria dapat ditegakan jika 
hasil pemeriksaan sediaan darah menunjukan hasil yang positif secara 
mikroskopis atau uji diagnosis cepat Rapid Diagnostic Test (RDT).  
1. Anamnesis (Wawancara)  
Anamnesis atau wawancara dilakukan untuk mendapatkan 
informasi penderita malaria yakni, keluhan utama berupa 
demam, mengigil dan berkeringat yang dapat disertai sakit 
kepala, mual, muntah, diare, nyeri otot, pegal-pegal dan 
riwayat pernah tinggal di daerah endemis malaria serta riwayat 
pernah sakit malaria atau minum obat anti malaria satu bulan 
terakhir maupun riwayat pernah mendapat transfusi darah.  
2. Pemeriksaan fisik 
Pada pemeriksaan fisik penderita, dapat ditemukan 
mengalami kenaikan suhu tubuh dari 37◦C, 40◦C sampai 50◦C, 
serta anemia yang dibuktikan dengan konjungtiva palpebra 
yang pucat, pembesaran limpa (splenomegali) dan pembesaran 
hati (hepatomegali).  
3. Pemeriksaan laboratorium  
Pemeriksaan ini meliputi pemeriksaan darah yang menurut 
teknis dibagi menjadi preparat darah tebal dan preparat darah 
tipis, untuk menentukan ada tidaknya parasit malaria dalam 
darah. Test diagnostik cepat Rapid Diagnostic Test (RDT) 
adalah pemeriksaan yang dilakukan berdasarkan antigen parasit 
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malaria dengan imunokromatografi dalam bentuk dipstik. Test 
ini digunakan pada waktu terjadi Kejadian Luar Biasa (KLB) 
atau untuk memeriksa malaria pada daerah terpencil yang tidak 
ada tersedia sarana laboratorium (Soedarto, 2011).  
4. Pemeriksaan Penunjang  
Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengetahui kondisi umum 
penderita, meliputi pemeriksaan kadar hemoglobin, hematokrit, 
jumlah leukosit, eritrosit dan trombosit. 
E. Sediaan Malaria 
Sediaan darah malaria dapat dibuat dalam 2 bentuk, yaitu sediaan 
darah tipis dan sediaan darah tebal. Sediaan darah tebal adalah sediaan 
darah yang dibuat dengan menggunakan darah yang lebih bayak 
dibandingkan sediaan darah tipis, sedangkan sediaan darah tipis adalah 
sediaan yang dibuat dengan menggunakan jumlah darah yan sedikit 
dan bentuknya yang melebar (Safar, 2009). 
1. Pembuatan Sediaan Darah Malaria 
a. Pegang tangan kiri pasien dengan posisi telapak tangan 
menghadap ke atas.  
b. Pilih jari tengah atau jari manis (pada bayi usia 6-12 bulan 
darah diambil dari ujung ibu jari kaki dan bayi <6 bulan 
darah diambil dari tumit). 
c. Bersihkan jari dengan kapas alkohol untuk menghilangkan 
kotoran dan minyak yang menempel pada jari tersebut. 
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d. Setelah kering, jari ditekan agar darah banyak terkumpul 
di ujung jari. 
e. Tusuk bagian ujung jari (agak di pinggir, dekat kuku) 
secara cepat dengan menggunakan lancet. 
f. Tetes darah pertama yang keluar dibersihkan dengan kapas 
kering, untuk menghilangkan bekuan darah dan sisa 
alkohol. 
g. Tekan kembali ujung jari sampai darah keluar, ambil 
object glass bersih (pegang object glass di bagian tepinya). 
Posisi object glass berada di bawah jari tersebut. 
h. Teteskan 1 tetes kecil darah (+ 2μl) di bagian tengah 
object glass untuk sediaan darah tipis. Selanjutnya 2-3 
tetes kecil darah (+ 6μl) di bagian ujung untuk sediaan 
darah tebal. 
i. Bersihkan sisa darah di ujung jari dengan kapas.  
j. Letakkan object glass yang berisi tetesan darah diatas meja 
atau permukaan yang rata. 
k. Untuk membuat sediaan darah tipis, ambil object glass 
baru (object glass kedua) tetapi bukan cover glass. 
Tempelkan ujungnya pada tetes darah kecil sampai darah 
tersebut menyebar sepanjang  object glass. 
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l. Dengan sudut 45° geser object glass tersebut dengan cepat 
ke arah yang berlawanan dengan tetes darah tebal, 
sehingga didapatkan sediaan hapus (seperti bentuk lidah). 
m. Untuk sediaan darah tebal, ujung object glass kedua 
ditempelkan pada ke tiga tetes darah tebal. Darah dibuat 
homogen dengan cara memutar ujung object glass searah 
jarum jam, sehingga terbentuk bulatan dengan diameter 1 
cm. 
n. Pemberian label/etiket pada bagian ujung object glass 
dekat sediaan darah tebal, bisa menggunakan kertas label 
atau object glass frosted. Pada label dituliskan kode 
kabupaten/   kota/ kode fasyankes/ nomer register/ bulan/ 
tahun 
o. Proses pengeringan sediaan darah harus dilakukan secara 
perlahan-lahan di tempat yang datar. Tidak dianjurkan 
menggunakan lampu (termasuk lampu mikroskop), hair 
dryer. Hal ini dapat menyebabkan sediaan darah menjadi 
retak-retak sehingga mempengaruhi hasil pemeriksaan. 
Kipas angin dapat digunakan untuk mengeringkan sediaan 
darah.  
p. Selama proses pengeringan, sediaan darah harus 
dihindarkan dari gangguan serangga (semut, lalat, kecoa), 
debu, panas, kelembaban yang tinggi dan getaran.  
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q. Setelah kering, darah tersebut harus segera diwarnai. Pada 
keadaan tidak memungkinkan selambat-lambatnya dalam 
waktu 24 jam sediaan darah harus sudah diwarnai. 
2. Pewarna Giemsa 
Giemsa adalah zat warna yang terdiri dari Eosin dan 
Metilen Azur memberi warna merah muda pada inti dan 
Metilen Blue memberi warna biru pada sitoplasma. Ketiga 
jenis zat warna ini dilarutkan dengan metanol dan gliserin. 
Larutan ini dikemas dalam botol coklat (100-1000 cc) dan 
dikenal sebagai Giemsa stock. Giemsa stock harus diencerkan 
lebih dulu sebelum dipakai mewarnai sel darah. Elemen-
elemen zat warna Giemsa akan terlarut sempurna selama 40 -
90 menit dengan aquadest atau buffer, setelah itu semua elemen 
zat warna akan mengendap dan sebagian lagi balik 
kepermukaan membentuk lapisan tipis seperti minyak. Oleh 
sebab itu, Giemsa stock tidak boleh tercemar air  (Barcia, 
2007).  
 
a. Uji kualitas Giemsa  
Ada dua cara menguji mutu Giemsa untuk mengetahui 
apakah Giemsa stok yang akan digunakan masih baik :  
1) Melakukan pewarnaan pada 1-2 sediaan darah, 
kemudian diperiksa di bawah mikroskop. Kalau 
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hasilnya sesuai dengan kriteria standar pewarnaan 
yang baik, berarti Giemsa pengencernya masih 
bagus dan dapat digunakan. Pengujian seperti ini 
perlu dilakukan setiap kali akan melakukan 
pewarnaan masal.  
2) Melakukan test menggunakan kertas Whatman 
no.2 dan metanol (metil alkohol) : Letakkan kertas 
saring diatas gelas atau petridisk/cawan petri 
supaya bagian tengah kertas tidak menyentuh 
sesuatu. 
a) Teteskan 1-2 tetes Giemsa stok pada kertas 
saring. Tunggu sampai meresap dan 
menyebar. 
b)   Kemudian teteskan 3-4 tetes metanol 
absolut di tengah bulatan Giemsa perlahan 
dengan jarak waktu beberapa detik sampai 
garis tengah Giemsa menjadi 5-7 cm, maka 
akan terbentuk : lingkaran biru (methilen 
blue) ditengah -  lingkaran cincin ungu 
(methilen azur) diluarnya, serta -  lingkaran 
tipis warna merah (eosin) pada bagian tepi. 
Giemsa sudah rusak dan tidak boleh dipakai 
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lagi, bila warna ungu atau merah tidak 
terbentuk. 
b. Larutan buffer (pH 7.2)  
Larutan buffer dapat dibuat dengan cara mencampurkan 
satu tablet buffer (pH 7,2) dalam 1 liter aquades atau air 
mineral (air kemasan dalam botol) yang jernih, tidak 
berbau dan tidak berasa. Larutan ini dapat dipakai untuk 
mengencerkan larutan Giemsa stock.  
1) Uji pH Larutan buffer  
a) Dengan kertas lakmus 
b) Dengan pH indikator 
c) Dengan pH meter, larutan buffer 
yang digunakan memiliki pH 7,2 
c. Metanol  
Digunakan untuk Fiksasi sediaan darah tipis. 
Uji kualitas methanol Salah satu cara uji kualitas 
adalah dengan mengukur berat jenis metanol dengan 
densitometer (BJ=0,792 – 0,793). Penyimpanan 
metanol dilakukan dalam wadah tertutup pada suhu 
dibawah titik didih (60◦C). 
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3. Pewarnaan Sediaan Darah 
a. Sediaan darah tipis yang sudah kering difiksasi 
dengan methanol. Jangan sampai terkena sediaan 
darah tebal. 
b. Letakkan pada rak pewarna dengan posisi darah 
berada di atas 
c. Siapkan 3% larutan Giemsa dengan mencampur 3 
bagian Giemsa stock dan 97 bagian larutan buffer. 
d. Tuang larutan Giemsa 3% dari tepi hingga menutupi 
seluruh permukaan object glass. Biarkan selama 45-
60 menit. 
e. Tuangkan air bersih secara perlahan-lahan dari tepi 
object glass sampai larutan Giemsa yang terbuang 
menjadi jernih. Angkat dan keringkan sediaan 
darah. Setelah kering, sediaan darah siap diperiksa. 
4. Pengamatan 
a. Letakkan sediaan darah di meja sediaan mikroskop 
b. Atur cahaya dengan menaikkan kondensor dan 
membuka diafragma. 
c. Amati sediaan darah melalui okuler dengan 
menggunakan lensa objektif 10 x. Putar makrometer 
untuk memfokuskan lapangan pandang. Tidak 
dianjurkan untuk langsung menggunakan lensa 
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objektif 100x untuk memfokuskan lapangan 
pandang. 
d. Bila lapangan pandang sudah ditemukan/fokus, 
teteskan minyak imersi pada lapangan pandang 
tersebut dan lensa objektif diputar pada ukuran 
100x. 
e. Amati lapangan pandang tersebut, bila belum fokus, 
mikrometer diputar sehingga lapangan pandang 
menjadi jelas. Tidak dianjurkan menggunakan 
makrometer untuk memfokuskan lapangan pandang. 
5. Kualitas Sediaan 
a. Sediaan Darah Tipis  
Sediaan darah tipis terdiri dari sel darah 
merah yang lebih tersebar dan tidak saling melekat 
satu sama lain. Volume darah yang diambil sedikit 
tetapi bidang sediaan luas sehingga sediaan darah 
tipis digunakan untuk membantu identifikasi spesies 
plasmodium setelah ditemukan parasit malaria 
dalam sediaan darah tebal (Direktorat Jendral PP & 
PL, 2011).  
Sediaan darah tipis harus difiksasi dengan 
methanol absolut untuk mencegah terjadinya 
hemolisis. Sel darah merah akan berbentuk tetap 
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seperti semula, dan setiap plasmodia yang ada akan 
tetap berada dalam eritrosit (Direktorat Jendral PP 
& PL, 2011). 
Pada sediaan darah tipis, ada bagian yang 
tebal dan tipis. Jika sediaan terlalu tebal akan 
menutupi sel-sel eritrosit satu sama lain sehingga 
memnyulitkan pengamatan. Jika sediaan terlalu tipis 
maka sel-sel akan kehilangan bentuk 
bikonkafitasnya terutama pada  daerah tepi 
(Zulkoni, 2010).  
Pada sediaan tidak bergerigi terutama pada 
bagian ekor sediaan. Karena pada bagian ekor 
eritrosit menyebar, sehingga mempermudah untuk 
mengetahui bentuk parasit plasmodium serta 
morfologinya. Sediaan juga tidak berlobang dan 
tidak terputus-putus (Zulkoni, 2010). 
Kriteria penilaian sediaan darah tipis yang 
baik secara makroskopis dinilai dari gambaran 
bentuk sediaan terlihat jernih, gambaran warna 
sediaan darah kombinasi warna merah, ungu dan 
biru. Sedangkan secara mikroskopis dinilai dari 
latar belakang jernih, biru pucat atau pucat 
kemerah-merahan. 
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Eritrosit warna kontras dan jelas, sebagian 
besar leukosit terlihat jelas dan bersih dari partikel-
partikel Giemsa. Pemeriksaan parasit Plasmodium 
sp stadium tropozoit warna kromatin merah dan 
sitoplasma berwarna biru (Irianto, 2013).  
b. Sediaan Darah Tebal  
Sediaan darah tebal biasanya di hemolisis 
terlebih dulu sebelum pewarnaan, sehingga parasit 
tidak lagi tampak dalam eritrosit. Kelebihan dari 
sediaan ini yaitu dapat menemukan parasit lebih 
cepat karena volume darah yang digunakan lebih 
banyak. Jumlah parasit lebih banyak dalam satu 
lapang pandang, sehingga pada infeksi ringan lebih 
mudah ditemukan. Sedangkan kelemahan dari 
sediaan darah tebal bentuk parasit yang kurang 
lengkap morfologinya (Safar, 2009). 
Sediaan darah tebal yang baik ialah sediaan 
yang dibuat harus bersih yaitu sediaan tanpa 
endapan zat pewarnaan. Sediaan juga tidak terlalu 
tebal, ukuran ketebalan dapat dinilai dengan 
meletakkan sediaan darah tebal di atas arloji. Bila 
jarum arloji masih dapat dilihat samar-samar 
menunjukkan ketebalan yang tepat (Sandjaja, 2007). 
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F. Kerangka konsep 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Darah malaria Varias pH buffer 
3, 5, 7, 9, 11 
Giemsa 3% 
Penilaian  
a. 1 – 6 (tidak 
baik) 
b. 7 – 12 a(kurang 
baik) 
c. 13 – 18 (baik) 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
A. Jenis dan desain penelitian 
Jenis penelitian adalah eksperimen semu dengan desain penelitian 
deskriptif.  
B. Tempat dan Waktu Penelitian  
1. Tempat  
Sampel darah yang mengandung Plasmodium malaria diambil dan 
diwarnai  di Puskesmas, selanjutnya dilakukan pembacaan dan 
penilaian  hasil pewarnaan di  laboratorium Parasitologi Jurusan 
Analis Kesehatan Kupang.  
2. Waktu  
Penelitian dilakukan pada bulan juni. 
C. Variabel penelitian 
1. Variabel bebas 
a. Variasi buffer Giemsa dengan pH asam (3 dan 5) pada 
sediaan darah untuk pewarnaan plasmodium malaria  
b. Variasi buffer Giemsa dengan pH basa (9 dan 11) pada 
sediaan darah untuk pewarnaan plasmodium malaria. 
c. Gambaran Latar belakang pada sediaan darah malaria yang di 
warnai menggunakan variasia buffer giemsa. 
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2. Variabel terikat 
Yang menjadi variabel terikat pada penelitian ini adalah gambaran 
pewarnaan sdiaan darah Malaria 
D. Defenisi operasional 
Tabel 1. Defenisi Operasional 
No  Variabel Definisi Penilaian Skala 
1 pH buffer Giemsa Kandungan 
larutan buffer 
yang dibuat 
dalam beberapa 
variasi pH 
yaitu 3 dan 5 
(asam), 9 dan 
11 (basa). 
 Numerik 
2 Gambaran mikroskopis 
sediaan darah tipis yang 
mengandung 
plasmodium 
Hasil 
pewarnaan 
sediaan darah 
yang telah 
diwarnai 
giemsa dengan 
variasi pH dan 
dilihat 
menggunakan 
mikroskop. 
13-18 : Baik 
6-12: Kurang 
baik 
1-6 : Tidak 
baik 
Kategorik 
 
 
E. . Alur penelitian  
1. Persiapan  
a. Survei lapangan awal dilakukan di Puskesmas yang ada di 
Kota Kupang dan Kabupaten Timur Tngah Selatan. 
b. Penjelasan tentang penelitian kepada petugas laboratorium  
c.  Pengurusan surat ijin penelitian  
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2. Pelaksanaan  
a. Pengambilan sampel darah yang positif malaria di 
Puskesmas 
b. Pembuatan sediaan apus darah tipis  
1) Alat  :   
Mikroskop, mikropipet, object glass, tourniquet, label, 
pensil 2B, tabung vakum (bertutup ungu), spuit 3 ml, rak 
pewarnaan, pipet tetes, box slide, timer. 
2) Bahan :  
Darah vena (darah yang terinfeksi plasmodium sp), 
SWAB alkohol,  Blue tip, yellow tip, handscoen, masker, 
plester, oil imersi, methanol absolut, tissue halus.  
3) Prosedur pembuatan : 
a) Melakukan pengambilan darah dengan teknik 
phlebotomy 
b) Darah yang diambil, dimasukan kedalam tabung 
vakum bertutup ungu 
c) Darah diteteskan pada object glass sebanyak 2 µl  
d) Letakkan object glass yang berisi tetesan  darah 
diatas meja atau permukaan yang rata.  
e) Ambil object glass baru (object glass kedua) tetapi 
bukan cover glass. Tempelkan ujungnya pada tetes 
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darah kecil sampai darah tersebut menyebar 
sepanjang object glass.  
f) Dengan sudut 45° geser object glass tersebut dengan 
cepat ke arah yang berlawanan dengan tetes darah 
tebal, sehingga didapatkan sediaan hapus (seperti 
bentuk lidah). 
g) Berikan label/etiket pada bagian ujung object glass, 
bisa menggunakan kertas label atau object glass 
frosted. Pada label dituliskan variasi pH buffer dan 
tanggal pembuatan.  
h) Sediaan darah dikeringkan secara perlahan pada 
tempat yang datar dengan suhu ruangan dan terbebas 
dari serangga atau semut.    
c. Pewarnaan sediaan apus darah tipis  
1) Alat :  
Rak pewarnaan, pipet tetes, timer.  
2) Bahan : Giemsa 3% dengan variasi pH buffer (3, 5, 
7, 9, 11), handscoen, masker, methanol absolut, tisu 
halus.  
3) Prosedur pewarnaan :  
a) Pastikan bahwa slide sudah kering 
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b)  Pegang slide agak miring dan teteskan beberapa 
tetes methanol menggunakan pipet, biarkan 
terendam selama 2-3 detik atau sampai kering.  
c)  Biarkan sediaan darah kering sempurna (kurang 
lebih 1 menit) dengan meletakan slide pada 
posisi vertikal. 
d) Letakan slide di atas rak pewarnaan dan teteskan 
Giemsa menggunakan pipet sampai seluruh 
bagian darah tergenangi. 
e)  Diamkan selama 45 menit, jauhkan dari sinar 
matahari. 
f) Bilas perlahan secara hati-hati menggunakan air 
mengalir.  
g) Biarkan slide mengering dengan posisi berdiri 
beralaskan tisu halus.  
d. Prosedur pembacaan hasil pewarnaan  
1) Alat :  
Kotak slide, mikroskop.   
2) Bahan :  
Preparat malaria konsentrasi 3% (pH buffer 3, 5, 7, 
9, 11), minyak imersi, tisu lensa.   
3) Prosedur pembacaan hasil : 
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a) Sediaan diamati dalam pembesaran lensa objektif 
10x dan okuler 100x dengan bantuan minyak 
imersi.  
b) Setelah di dapat lapang pandang, perhatikan latar 
belakang dari sediaan, latar belakang sediaan 
yang baik adalah jernih, biru pucat atau pucat 
kemerah-merahan, sel-sel eritrosit warna kontras 
dan jelas, sebagian besar leukosit terlihat jelas 
dan bersih dari partikel-partikel Giemsa.  
c) Perhatikan warna kromatin dan sitoplasma 
parasit Plasmodium pada sediaan darah yang 
diperiksa, warna kromatin dan sitoplasma 
Plasmodium sp yang baik adalah berwarna merah 
pada kromatin dan biru pada sitoplasma. 
F. Analisis Hasil  
Hasil dianalisis secara deskriptif dengan menggambarkan hasil 
pewarnaan sediaan darah malaria yang meliputi latar belakang, sel-sel 
eritrosit, leukosit, partikel Giemsa, kromatin, dan sitoplasma  dan 
dilakukana uji secara statistik yaitu uji One Way Anova, data hasil 
penilaian disajikan dalam bentuk tabel. Pewarnaan sediaan darah 
malaria dilakukan replikasi sebanyak 6 kali, hasil pewarnaan sediaan 
darah malaria dilakukan penilaian oleh cross cheeker yang memiliki 
sertifikat pelatihan malaria secara mikroskopik dan dikategorikan 
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dalam kriteria baik, kurang baik dan tidak baik. Penilaian hasil 
pewarnaan sediaan darah dikatakan baik, kurang baik dan tidak baik 
berdasarkan atas jumlah skor yang diperoleh untuk mempermudah 
mengolah data menggunakan statistik. Unsur-unsur yang dinilai dari 
hasil pewarnaan sediaan darah malaria dan skor penilaian hasil 
pewarnaan dapat dilihat dalam tabel 2.  
Tabel 2. Unsur-unsur dan skor hasil pewarnaan 
 
Hasil pewarnaan dikatakan baik apabila skor 13-18, dikatakan kurang baik 
apabila skor 7-12 dan dikatakan tidak baik apabila skor 1-6 dengan total skor 18. 
Kriteria penilaian sediaan darah tipis yang baik secara mikroskopik adalah latar 
belakang jernih, biru pucat atau pucat kemerah-merahan, sel-sel eritrosit warna 
kontras dan jelas, sebagian besar leukosit terlihat jelas dan bersih dari partikel- 
partikel Giemsa. Pemeriksaan parasit Plasmodium sp stadium tropozoit warna 
kromatin merah dan sitoplasma berwarna biru 
No Skor Latar 
belakang 
Eritrosit Leukosit Kromatin sitoplasma Partikel 
Giemsa 
1 3 Jernih dan 
biru 
pucat/kemer
ahan 
Kontras 
dan jelas 
Jelas dan 
ungu 
Merah Biru Bersih 
2 2 Kurang 
jernih dan 
biru pucat 
/kemerahan 
Kurang 
kontras 
dan jelas 
Kurang 
jelas dan 
ungu 
Kurang 
merah 
Kurang 
biru 
Kurang 
bersih 
3 1 Tidak jernih 
dan biru 
pucat/ 
kemerahan 
Tidak 
kontras 
dan jelas 
Tidak 
jelas dan 
ungu 
Tidak 
merah 
Tidak biru Tidak 
bersih 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. HASIL 
Penelitian ini di lakukan di Puskesmas Boking Kabupaten TTS, 
dengan karakteristik sampel adalah darah yang mengandung parasit malaria 
Plasmodium Falciparum stadium tropozoit. Dari sampel darah yang diambil 
dilakukan pembuatan sediaan apus darah tipis sebanyak 5 slide dan difiksasi 
menggunakan methanol absolut yang selanjutnya diwarnai menggunakan 
Giemsa stock 3% dengan variasi pH buffer 3, 5, 7, 9, dan 11 dengan lama 
pewarnaan adalah 45-60 menit. Selanjutnya sediaan darah malaria yang telah 
diwarnai dilakukan pengamatan dan penilaian di laboratorium Parasitologi 
Jurusan Analis Kesehatan Poltekkes Kemenkes Kupang. 
Hasil pewarnaan sediaan apus darah tipis malaria, dinilai secara 
mikroskopis.  
 
                   
 Gambar I. Hasil Pemeriksaan sediaan darah  
               malaria dengan pH buffer 3 
Dari gambar disamping, pada 
lingkaran merah yang 
ditandai adanya parasite, 
tidak tampak kromatin dan 
sitoplasmanya dan eritrosit 
yang dilingkari dengan 
warna biru terlihat berwarna 
merah pucat. 
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 Gambar II. Hasil Pemeriksaan sediaan darah  
              malaria dengan pH buffer 5   
 
     
  Gambar III. Hasil Pemeriksaan sediaan darah  
                        malaria dengan pH buffer 7     
      
 Gambar IV. Hasil Pemeriksaan sediaan darah  
          malaria dengan pH buffer 9     
Dari gambar di samping, 
terlihat latar belakang 
berwarna merah pucat. 
Lingkaran biru menandai 
adanya parasite dengan 
kromatin dan sitoplasma 
kurang jelas. Eritrosit yang di 
tandai dengan lingkaran merah 
terlihat berwarna merah pucat. 
Sedangkan partikel giemsa 
yang ditandai dengan 
lingkaran hijau terlihat tidak 
bersih. 
Dari gambar disamping, pada 
lingkaran merah yang 
ditandai adanya parasite 
dengan inti sel, kromatin, 
dan sitoplasma yang tidak 
jelas yakni inti sel berwarna 
biru,kromatin biru dan 
sitoplasma ungu dan eritrosit, 
leukosit, dan partikel giemsa 
semuanya berwarna biru 
keunguan. 
Dari gambar disamping, pada 
lingkaran merah terdapat 
parasite yang inti sel, 
kromatin dan sitoplasma 
terlihat jelas yakni inti 
berwarna merah 
muda,kromatin berwarna 
merah dan sitoplasma biru. 
Sedangkan pada eritrosit 
yang ditandai lingkaran biru, 
terlihat berwarna merah 
keabuan. 
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Gambar V. Hasil Pemeriksaan sediaan darah  
                    malaria dengan pH buffer 11    
Adapun hasil pemeriksaan sediaan apus darah tipis disajikan dalam tabel 3. 
Tabel 3. Hasil Pemeriksaan 
No pH Latar 
belakang 
eritrosit Leukosit Kromatin Sitoplasma Partikel 
Giemsa 
1 3 Tidak 
jernih 
dan 
merah 
pucat 
 
Kurang 
kontras 
dan 
jelas 
- 
 
- - 
 
- 
2 5 Tidak 
jernih 
dan 
merah 
Tidak 
kontras 
dan 
jelas 
- - - Kurang 
bersih 
3 7 Kurang 
Jernih 
dan biru 
pucat 
Kontras 
dan 
jelas 
- Merah 
 
Biru 
 
Kurang 
bersih 
 
4 9 Tidak 
jernih 
dan biru 
Tidak 
kontras 
dan 
jelas 
Kurang 
jelas dan 
ungu 
Biru Ungu Tidak 
bersih(ungu) 
5 11 Kurang 
jernih 
dan 
merah 
Tidak 
kontras 
dan 
jelas 
Kurang 
jelas dan 
ungu 
Ungu Merah Tidak bersih 
 
Dari gambar disamping, 
pada lingkaran biru yang 
ditandai adanya parasite, 
tampak inti sel berwarna 
ungu,kromatin berwarna 
ungu, dan sitoplasma 
berwarna merah.sedangkan 
pada eritrosit dan partikel 
giemsa yang ditandai dengan 
lingkaran merah dan hijau 
terlihat kurang jelas dan 
kotor. 
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Berdasarkan penelitian diperoleh bahwa  pada pH 3, terlihat latar belakang 
tidak jernih dan merah pucat, eritrositnya kurang kontras dan jelas, 
leukositnya kurang jelas dan ungu, kromatinnya merah, sitoplasma kurang 
biru, dan partikel giemsanya kurang bersih dn termasuk dalam kategori baik 
dengan skor 12. Pada pH 5, latar belakang tidak jernih dan merah, eritrosit 
tidak kontras dan jelas, leukosit kurang jelas dan ungu, kromatin merah, 
sitoplasma kurang biru, partikel giemsa kurang bersih termasuk dalam 
kategori baik dengnn skor 12. Pada pH 7, latar belakang jernih dan biru pucat, 
eritrosit kontras dan jelas, leukosit jelas dan ungu, kromatin merah, kurang 
biru, partikel giemsa bersih termasuk dalam kategorik sangat baik dengan skor 
17. Pada pH 9, latar belakang tidak jernih dan biru, eritrosit tidak kontras dan 
jelas, leukosit kurang jelas dan ungu, kromatin tidak merah, sitoplasma tidak 
biru, partikel giemsa tidak bersih. Dan pada pH 11, latar belakang kurang 
jernih dan merah, eritrosit tidak kontras dan jelas, leukosit kurang jelas dan 
ungu, kromatin kurang merah, sitoplasma kurang biru, dan partikel giemsa 
tidak bersih. 
B. Pembahasan 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh variasi pH buffer 
terhadap hasil pewarnaan sedian darah untuk pemeriksaan malaria dan agar 
dapat mengetahui pH buffer yang tepat untuk mendiagnosis dan 
mengidentifikasi Plasmodium sp. 
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Dalam penelitian ini yang menjadi sampel adalah darah yang 
mengandung Plasmodium falciparum stadium troposoit yang memiliki kepadatan 
parasit yang rendah. Darah tersebut dibuat apusan dalam bentuk apusan tipis dan 
teabal sebanyak 5 slide dan selanjutnya difiksasi menggunakan methanol absolut 
serta diwarnai menggunakan Giemsa stock 3% dengan variasi pH 3, 5, 7, 9, dan 
11. Pemeriksaan  menunjukan hasil yang baik pada semua pH,  tetapi  pada 
sampel yang di amati  masih terdapat partikel giemsa yang melekat pada semua  
sediaan darah sehingga membuat kualitas sediaan darah menjadi kurang baik 
contohnya pada pH buffer dengan pH 9 dan 11, terdapat partikel giemsa yang 
sangat banyak sehingga menyebabkan lapang pandang menjadi kotor dan dapat 
menganggu pada saat melakukan pengamatan sediaan darah malaria. Meskipun 
beberapa kriteria hasil pewarnaan belum terpenuhi, tetapi sebagian  besar kriteria 
pewarnaan sediaan apus darah malaria sudah memenuhi syarat seperti kejelasan 
sel leukosit, warna sel darah merah yang kontras, latar belakang yang bersih dan 
jernih serta pada beberapa konsentrasi partikel Giemsa jarang ditemukan, 
sebagian besar dari sitoplasma Plasmodium menunjukan warna biru yang mantap, 
inti kromatin pada seluruh konsentrasi menunjukan warna merah dan yang paling 
penting adalah parasit mampu menyerap warna Giemsa sehingga dapat diamati 
pada sel darah merah yang terinfeksi. 
Berdasarkan penilaian hasil pewarnaan sediaan darah, konsentrasi Giemsa 
yang memberikan hasil yang baik secara mikroskopik yaitu Giemsa dengan 
pengencer Buffer pH 7. karena pada konsentrasi ini hasil pewarnaan menunjukan 
latar belakang dari sediaan darah terlihat jernih dan terbebas dari sisa cat Giemsa, 
Hasil pewarnaan parasit sitoplasma berwarna biru dan kromatin inti merah. 
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Dengan zat warna Giemsa pada konsentrasi dan waktu pewarnaan tertentu, warna 
yang baik dan sesuai dengan standar teknis akan tercapai, sehingga sediaan darah 
tersebut dapat diperiksa secara mikroskopis. 
Kualitas Giemsa yang akan digunakan harus dilakukuan pengecekan mutu 
dan dilihat tanggal kadaluarsa larutan tersebut. Giemsa yang memiliki mutu jelek 
atau sudah rusak tidak akan mengeluarkan warna ungu atau merah atau keduanya. 
Giemsa yang digunakan harus memiliki kualitas yang baik agar Plasmodium pada 
sediaan darah dapat dilihat atau dikenal dan bagian-bagian morfologi dari 
Plasmodium akan bereaksi dengan zat-zat warna dari Giemsa. 
Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi kualitas hasil pewarnaan 
sediaan darah diantaranya teknik pembuatan sediaan darah (apusan darah tipis 
yang tidak memiliki bagian ekor akan mempersulit proses identifikasi), sumber 
daya manusia (keterampilan dan ketelitian), proses fiksasi yang tidak tepat 
(menggunakan methanol yang tidak absolut dan tidak langsung difiksasi setelah 
sediaan kering), pewarnaan yang kurang tepat, kualitas buffer pengencer dan 
kualitas Giemsa yang digunakan kurang memenuhi mutu cat Giemsa yang baik.  
Ketelitian yang baik dari peneliti dalam penelitian ini sangat dibutuhkan 
karena pemeriksaan sediaan apus darah tipis malaria merupakan pemeriksaan 
metode manual. Ketrampilan dalam melakukan pembuatan sediaan darah sangat 
dibutuhkan oleh peneliti, karena bentuk apusan sediaan darah dapat mempersulit 
pengamatan hasil pewarnaan. 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan data hasil penelitian, disimpulkan bahwa ada pengaruh pH 
buffer terhadap hasil pewarnaan sediaan apusan darah malaria dan pH buffer yang 
tepat sebagai pengencer giemsa adalah buffer dengan pH 7 dengan lama waktu 
pewarnaan 45-60 menit. 
B.  Saran 
1. Melakukan pewarnaan malaria dengan menggunakan standar operasional 
prosedur yang telah ditetapkan. 
2. Bagi peneliti selanjutnya diharapkan agar lokasi pengambilan sampelnya tidak 
terlalu jauh agar tidak mempengaruhi mutu dan kualitas sampel.  
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Lampiran 1 
Skema Kerja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Melakukan survei awal di 
Puskesmas 
Mengambil sampel 
positif malaria di 
Puskesmas 
Melakukan pewarnaan 
sediaan darah tipis 
dengan buffer  Giemsa 
pH 3, 5, 9, dan 11. 
 
Melakukan 
pembuatan sediaan 
apus darah tipis 
Preparat diamati secara 
makroskopis dan 
mikroskopis serta diberi 
skor penilaian 
Hasil pengamatan di 
Analisis secara 
deskriptif dan di uji 
menggunakan kruskal-
wallis 
Permintaan menjadi 
responden 
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Lampiran 2 
SURAT PERMOHONAN MENJADI RESPONDEN 
 
Kepada 
Yth Calon Responden 
Di Tempat 
Dengan Hormat, 
Saya yang bertanda tangan di bawah ini : 
Nama    : ANDRI YOAN BENUSU 
NIM    : PO 530333316005 
Program Studi  : ANALIS KESEHATAN POLTEKKES KUPANG 
 Bermaksud akan mengadakan penelitian dengan judul ”PENGARUH 
VARIASI pH BUFFER TERHADAP HASIL PEWARNAAN SEDIAAN 
DARAH MALARIA” 
 Penelitian ini tidak akan menimbulkan akibat yang merugikan bagi 
responden. Semua informasi dari hasil penelitian akan dijaga kerahasiannya dan 
hanya dipergunakan untuk kepentingn peneliti. Jika saudara/i bersedia maka saya 
mohon kesediaannya untuk menanda tangani lembaran persetujuan yang saya 
lampirkan. 
Atas perhatian dan kesediaannya menjadi responden saya ucapkan terima 
kasih. 
 
 
 
Kupang 
 
 
 
ANDRI YOAN BENUSU 
PO 530333316005   
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Lampiran 3 
LEMBAR PERSETUJUAN MENJADI RESPONDEN 
 Setelah saya membaca penjelasan pada lembar pertama, saya bersedia 
turut berpartisipasi sebagai responden peneliti yang dilaksanakan oleh mahasiswa 
Politeknik Kesehatan Kemenkes Kupang Prodi Analis Kesehatan atas nama 
Fitriati Ludji  dengan judul  “GAMBARAN MORFOLOGI SEDIAAN DARAH 
MALARIA YANG DIWARNAI DENGAN PEWARNAAN GIEMSA VARIASI 
BUFFER”. 
 Saya mengerti bahwa penelitian ini tidak berakibat negatif pada saya, 
sehingga informasi yang saya berikan adalah yang sebenar-benarnya dan tanpa 
paksaan. 
Dengan demikian saya bersedia menjadi responden peneliti. 
 
       Kupang, April 2019 
               Responden  
        
           
                          (    ) 
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Lampiran 4 
FOTO ALUR PENELITIAN 
 
           
       
        
                                       
